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WWPLYW DWUSIAHCZANU CZTEBOMETYLOTIDHAMU /T1ZDD/ NA PRZEBIEG PODZIALOW
MITOTYCZNYCH W KOHOBKACH MEBYSTEMATYCZNYCH SSGALE CEBEALE L.

Na przestrzeni ostatnich lat wprowadzono do praktyki rolniczej wie-
le $rodkéw grzybobdjczych,stosowanych gtéwnie jako tak zwane zaprawy na-
sienne. Obok innych stosowana jest rowniez zaprawa nasienna T. Preparat
ten zawiera okoto 50% dwusiarczku czterometylotiuramu /T1LU)/ oraz no$-
nik mineralny. Skiadnikiem biologicznie czynnym tego preparatu i dziata-
jacym toksycznie jest dwusiarczek czterometylotiuramu £1J. Stosowany jest
on do zaprawiania nasion oraz odkazania gleby. W przypadku zyta /Secale
cereale L./ TMID polecany jest jako s$rodek niszczgcy zarodniki oraz grzy-
bnie takich jego pasozytéw jak Glownia zdzbtowa Tuburcina occulta zyta
oraz Plesn S$niegowa Fusarium nivale.

Wiele preparatow grzybobéjczych précz toksycznego dziatania na okre-
Slony rodzaj patogenéw wplywa réwniez ujemnie na organizm zywiciela. Wphw
ten oczywiscie jest réozny i na ogot Scisle uzalezniony od koncentracji da-
nego preparatu i czasu jego dziatania,a ponadto nieobojetnym jest réwniez
etap ontogenezy danego organizmu. Organizmy zaawansowane w rozwoju onto-
genetyeznym sg na ogot odporniejsze na szkodliwe dziatanie tych $rodkéw.
Niektore preparaty wptywajg na organizm zywiciela jako mutageny chemicz-
ne indukujac rozne typy mutacji punktowych,takich jak tranzycje,transwer-
sje,delecje czy insercje £5,8,113» Niejednokrotnie indukujg one zmiany
w strukturze chromosoméw, a wiec rézne typy mutacji chromosomowych' oraz
zmiany prowadzgce do podwojenia lub uwielokrotnienia liczby chromosomoéw
w komérkach somatycznych. Obserwowano réwniez powstawanie komorek dwu-lub
wielojadrowych. Powstawanie komorek wielojgdrowych wzglednie jader poli-
ploidalnych zwigzane jest najczesciej z inaktywacjg wrzeciona podziato-
wego .wywotang dziataniem roéznych $rodkéw chemicznych.Sposréd srodkéw ochro®
ny roslin cytologiczny charakter dziatania fitotoksycznego poznany zostat
dla takich herbicydow jak profam,chloroprofam,barban oraz EPTC.Wiekszos¢
jednak s$rodkéw ochrony roslin, a wsréd nich zaprawa T,nit byto badanych
pod tym wzgledem ., Sij.
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Wzwigzku z powyzszym wydato sie interesujgcym stwierdzi¢, ozy za-
warty w zaprawie T dwusiarczek czterometylotiuramu, stosowany w steze-
niach. zalecanych oraz innych stezeniach, wywiera wplyw na funkcjonowanie
komérek merystematycznych w kietkujacych ziarniakach; zyta? w szczegdlnos-
ci za$ chodzito o wplyw tej substancji na aktywnos$¢ mitotyczng oraz prze-
bieg mitozy.

Materiat i metodyka badan

Badania przeprowadzono na ziarniakach Secale cereale L .,odmiana Smo-
lickie.Pochodzity one ze zbioru 1969 r. i wykazaly wysokg zdolnos$¢ kiet-
kowania, wynoszacg okoto 96%. Ziarniaki te sprowadzono z Zakitadu Eoslin
Zbozowych THar w Krakowie. Zaprawa nasienna T, ktérg traktowano ziarnia-
ki pochodzita z Pracowni Ekofizjologii Zakladu Ros$lin Zbozowych IHAR.

Wpierwszej serii doSwiadczen wytrzasano ziarniaki o normalnej wil-
gotnosci z TMWM), a nastepnie wysiewano je na bibule filtracyjnej nasyco-
nej wodg wodociggowg w szalkach Petriego. Stosowano nastepujace dawki
T*£DD, przypadajgce na 10 g ziarniakéw: 0,1 g, 0,2 g, 0,4 g.

U drugiej serii doswiadczen wysiewano ziarniaki w szalkach Petriego
na bibule filtracyjnej wysyconej okreslong zawiesing TMED. W tej serii
stosowano nastepujgce zawiesiny: 1 g TiZ/PD na 100 ml wody,2 g TMID na 100
ml wody, 4 g TMID na 100 ml wody. Réwnocze$nie z materiatem traktowanym
erysiano materiat kontrolny. Hodowle prowadzono w warunkach laboratoryj-
nych w temperaturze 18°C. Po trz ch dniach od zatozenia doswiadczen obli-
czono procent skietkowanych nasion,a nastepnie zawsze okoto godziny dwu
nastej przystepowano do pobierania prob do badan cytologicznych. Wierz-
chotki wzrostu korzeni utrwalono w uproszczonym utrwalaczu Carao'a; czas
utrwalani a wynosit 4 godziny. Utrwalony materiat hydrolizowano kwasem
solnym, rozcienczonym woda destylowang w stosunku 1:1. Optymalnym czasem
hydrolizy DNA w badanym materiale okazat sie czas 20 minut.Kolejnym eta-
pem byto przeprowadzenie mikrochemicznej reakcji Feulgena. W omawianej
reakcji czas traktowania materiatu odczynnikiem Schiffa wahat sie w gra-
nicach od 30 do 120 minut. Z tak przygotowanych wierzchotkéw wzrostu ko-
rzeni sporzadzono rozgnioty; odwadniano je alkoholem etylowym, butylowym
oraz ksylenem, a nastepnie zamykano w balsamie kanadyjskim.

Analizy cytologiczne preparatow wykonywano przy uzyciu mikroskopow
optycznych LGOG oraz ITfPfc Zeiss'a.
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Tyni ki badan

We wszystkich przypadkach traktowanie ziarniakoéw TIED spowodowato
obnizenie zdolnosci kietkowania. Obnizenie to wahatlo sie w granieach od
2 do 4 procent w przypadku wytrzasania ziarniakéw z TIED /tabela 1/, za$
a przypadku stosowania zawiesin TIED wahato sie ono w granicach od 3 do
8 procent.

Obserwacije cytologiczne

Poréwnanie wszystkich serii traktowanych z materiatem kontrolnym po-
zwolito stwierdzi¢,ze w kazdym przypadku dwusiarczek czterometylotiuramu
obnizat aktywnos$¢ mitotyczng komdrek merystematyczaych wierzchotkéw wzro-
stu korzeni. Opisywane doswiadczenia przeprowadzono w okresie zimowym,
wmiesigcu lutym 1970 r. Wtym czasie z natury rzeczy aktywno$¢ mitoty-
czna komoérek merystematycznych tego gatunku jest niska. W badanym mate-
riale kontrolnym jedynie 700 komorek merystematycznych na badanych 4350
byto w trakcie podziatu mitotycznego; stanowi to zaledwie 16,09%, mimo,
ze materiat do analiz cytologicznych utrwalono okoto godziny dwunastej,
to jest o tej porze dnia,kiedy aktywno$¢ mitotyczng komdrek merystematy-
cznych S. cereale osigga swoje maksimum. Wmateriale traktowanym procent
dzielgcych sie komérek merystematycznych byt zawsze nizszy.Obserwacje po-
dziatdw mitotycznych w korzonkach pochodzacych z ziarniakéw wytrzgsanych
z okreslong iloscig TIED ujawnity, ze procent dzielacych sie komoérek me
rystematycznych byt odwrotnie proporcjonalny do ilo$ci uzytego TIED. Jak
wida¢ z tabeli 2 w przypadku stosowania 0,1 g TIED procent dzielgcych sie
komoérek wynosit 8, 36; podwojenie tej dawki obnizyto aktywnos$¢ mitotycz-
ng komorek tak, ze procent dzielgcych sie w tym przypadku komorek wyno-
sit 4,41, kolejne podwojenie dawki TIED do 0,4 g powoduje dalsze gwattow-
ne obnizenie aktywnos$ci mitotycznej. W badanym materiale analizowano
25 820 komoérek merystematycznych, pochodzacych z ziarniakow traktowanych
0,4 g TIED, w tym jedynie 200 komérek byto w stadium mitozy; stanowi to
0,73%. Nieco inng zalezno$¢ udalo sie stwierdzi¢ w przypadku stosowa-
nia TIED w postaci zawiesiny. Najnizszy procent dzielacych sie komorek
/2,83/ zauwazono przy stosowaniu zawiesiny zawierajacej 2 g TIED, nato-
miast zaréwno w przypadku stosowania dawki dwukrotnie nizszej jak i dwr
krotnie wyzszej procent dzielgcych sie komérek merystematycznych byt wyz-
szy. N przypadku stosowania 1 g TIED procent dzielacych sie komoérek wwy-
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nosit 3,77, zas w przypadku dawki 4 g TMW) byt wyzszy i wynosit 5,49. *t
wszystkich omawianych przypadkach procent aktywnych mitotycznie komorel
tkanki merystematycznej byt kilkakrotnie nizszy anizeli wmateriale kon
trolnym.

Na podstawie obserwacji kolejnych etapéw podziatu mitotycznego uda
to sie stwierdzi¢, ze TMID wplywa gtdownie na jagdra interfazowe, ograni-
czajac w znacznej mierze ich mozliwosci podziatowe.Jak wida¢ z tabeli 2
w materiale kontrolnym 11,03% komodrek rozpoczynato podziat mitotycznj
podczas gdy w materiale traktowanym w stadium profazy mitotycznej wcho
dzito od 054%do 58%% komorektkanki merystematycznej.Trzeba zaznaczy¢, ze zdol
no$¢ wejscia w profaze podziatu mitotycznego malata w miare zwiekszani!
dawki TMTD. Zalezno$¢ ta zostata stwierdzona tylko w przypadku wytrzasa-
nia ziarniakéw z TMID. Co sie tyczy stosowania zawiesin tej substanciji,
to rowniez we wszystkich seriach tego doswiadczenia zaobserwowano wyraz-
ne ograniczenie mozliwosci rozpoczecia podziatbw mitotycznych badanyot
komoérek jednakze w tym przypadku zwiekszenie dawki TMID przynajmniej i
pierwszym etapie dziatania nie blokowato tak znacznie aktywnosci' mitoty-
cznej komérek. Dalsze stadia podziatu mitotycznego przebiegalty w wiek-
szosSci badanych komoérek prawidlowo i prowadzity do powstania komorek po
tomnych o tej samej co komoérki macierzyste liczbie chromosoméw.

Niemniej przeto w niektorych komorkach dato sie zauwazy¢ pewne nie-
normalnosci dotyczgce wielkosci i ksztattu jagder komérkowych,barwliwosci
chromosoméw oraz ich ukladu w ptaszczyznie réwnikowej komorki w czasii
metafazy, a ponadto wida¢ byto sporadycznie zakldcenia zwigzane z mecha-
nika rozchodzenie sie chromosoméw w anatelofazie. Wydaje sie, ze nasile-
nie tych zmian wigze sie zaréwno z wielko$cig stosowanej dawki TMID ja)
i z czasem jego dziatania. Zagadnienia te jednakze ze wzgledu na ich ge
cyfike beda przedmiotem osobnej pracy.

Dyskusja

Przeprowadzone badania cytologiczne pozwalajg twierdzi¢, ze dn
siarczek czterometylotiuramu zawarty w zaprawie T wywoluje pewne zmian
w jadrach interfazowych komoérek tkanki merystematycznej korzeni Secali
cereale. afektem tych zmian jest obnizenie zdolnosci do podziatow mito-
tycznych komoérek tej tkanki. Na podstawie tego wnosi sie, ze TMID zawar-
ty w zaprawie nasiennej T jest substancjg mito-depresyjna.

Znaczne obnizenie aktywnos$ci mitotycznej komorek merystematycznyc:
wierzchotkdw wzrostu korzeni Secale cereale w wyniku traktowania ich pa
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rami Jodu obserwowata réwniez Wajda /1963/* Podobne zjawiska zaobserwo-
wali tez Wilson, TeHay i Hypio /1952/ w komoérkach merystematycznych Al-
lium, pod dziataniem cyclochlorohemanu. Jak wynika z badan Kihlmana/1966/
liczne substancje chemiczne,indukujgce mutacje,wptywajg w pierwszym rze-
dzie na obnizenie aktywnos$ci mitotycznej komdrek. Wydaje sie, ze obnize-
nie aktywnosci mitotycznej jest czasowe i zwigzane $ci$le zaréwno z cza-
sem dziatania danej substancji, jak i z wielkoscig jej dawki.Wstepne ob-
serwacje badanego materiatu sugerujg, ze TMID nie zaktdca w sposéb trwa-
ty metabolizmu komoérki i po przeniesieniu materiatlu w warunki r. -malne
aktywnos¢ mitotyczna komorek stopniowo wzrasta. Po 7 dniach jest ona réw-
na aktywnosci mitotycznej komdrek w materiale kontrolnym. Zagadnienie to
jednakze wymaga jeszcze dalszych szczegdétowych badan.

Zdecydowana wiekszo$¢ badaczy zajmujacych sie zagadnieniami wplywu
réznych substancji na mitozy w komoérkach merystematycznych zwraca mniej-
szg uwage na aktywnos$¢ mitotyczng komoérek,a interesuje sie gtéwnie zmia-
nami strukturalnymi chromosomoéw oraz przebiegiem kariokinezy/Levarm 194-9/,
Ennis 1948, Orafte 1961/, Eoerting-Keiffer o Mickey /1969/ i inni. Takie
stanowisko jest w peini uzasadnione, gdyz anormalnosci dotyczace struk-
tury chromosoméw oraz przekazywanie ich z komorki na komérke, decyduje o
dalszych etapach ontogenezy danego osobnika, oraz o jego genotypie i fe-

Tabela 1.

Zdolnos$é¢ kietkowania ziarniakéw Secale cereale L., odmiana Smolickle
traktowanych TMID i w kontroli.

Sposéb traktowania Zdolnosé Obnizenie zdolnosci
ziarniakow kietkowania w % kietkowania w %

Wytrzgsane

0,1 g TMTD/10 ¢ 95 3

0,2 g TMTD/10 g 96 2

0,4 g TMTD/10 g 94 4

Zawiesina

1g TMTD/100 ml a1

2 g TIEPD/100 ml 0

4 g TMTD/100 ml 95

Kontrola 98
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Tabela 2,

Czestotliwos¢ mitoz w komérkach merystematycznych korzonkéw Secale
cereale L., odmiana Smolicka traktowanych TLZID i w kontroli.

Sposob Sproszkowany  TI.TD Zawiesina
traktowania g/10 g ziarniakow g/ml Kontrola
0,1 0,2 0.4 1/100 2/100 4/100
Liczba bada-
nych komorek 5260 8380 25820 5570 2295 22910 4350

1 Interfazy 4320 3010 25620 5360 2230 22650 3e50

0 91,64 95,59 99,27 96,23 97,17 94,51 33,91

Profazy 310 250 140 0 40 330 480
% 5389 293 054 1,07 1,74 3,34 11,03

Uetafazy 40 50 20 50 10 130 120
% o7c 0,59 0,07 0,39 0,43 0,56 2,75

Anafazy 10 10 30 30 5 100 (0 @)
% 0,19 011 011 053 021 0,43 1,37

30 60 10 70 10 150 40

Telofazy — ~ 5 0,71 0,03 125 0,43 0,65 0,91
Ogétem mitoz 440 370 200 210 65 1260 700

) 3,ib_i 4,41 0,73 3,77 2,33 5,49 16,09
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Mieczystaw Rozraua, Krystyna Piskorek

THE EFTECT OF TETRAMETHYLOTURAM DXSDLPHATE /TMTD/ OK THE PROCESS OF MITOTIC DIVI-
SIONS IK MERISTEMATIC CELLS OF SECALB CEREALE L.

It has bean found by analysis that the tetranethyloturam disulphats contained
in the seed dressing T reduces the mitotic activity of meristematic cells of co-
nical growing points of Secale cereals L. The decrease of the cell’s divisibility
varied according to the size of the TMID dose applied.

In most of the examined cells, the successive stages of karyokinesis have fo>
lowed a normal course; nevertheless, however, in a few cells certain irregulari-

ties have been detected, which in all probability were the result of intra-chro-
mosomal changes brought about by TMTD. The problem will be presented in a separa-
te paper.

Meuncnas P o B my o, KpuctmHa 1 H o KO Pp a x

BVHH/E TETPAVETVITINYPAVIVOYTB/A /TMTe/ HA TPOLECC MTOTIMECKOO [HBH/H B VEPA
CIBVATIV-ECK/X K'ETKAX SECALE CEREALE L.

Ha OCHOBaHMI OMbITOB ABTOPbI YCTAHOBWIM, UTO TETPAMETUITVYPAMIAVICY LML, BXOOALLYIA
B COCTaB MpPOTPaBUTESTs], MOHVDKEET MUTOTVMECKYIO aKTVBHOCTb  MEPVCTEMATUMECKMX  KIIETOK
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KOHYCOB HapacTaHusi secale cereale 1. [OH/IEH/E CMOCOGHOCTM KMETKN K OEMEHO  3aBU
Ceno OT BEVMV/HbI MVIVEHRBLLXCA [0AVICOB TUTO.

Xon ovepenHbX (a3 KaprokmMHesa Gbn B 6O/BLLVHCTBE  UCC/IEA0BaHHbLIX KIETOK  MpaBA -
HbM BwvecTe ¢ Tem B HEMHOMVX KETKax Gbivi 0GHapyeHbl HEKOTOpbE HEMpaBWIBLHOCTY, 5B
JFHALYECA M0 BCE BEPOSTHOCTW MOC/IEACTBMEM BbBBaHHLIX MMITa MEpeVeH B XPOMOCOMaX. 3To-
My BOMPOCY aBTOPbl HAVEPEHb! MOCBATUTL OTAEMbHYIO CTaTbiO.



